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 Abstract: The purpose of this study was to determine the effect of temperature on glucose levels produced during the process of hydrolysis of pineapple leaves using 0.5M of sulfuric acid catalyst. The temperature used in the hydrolysis process is 30 °C and 120 °C while the time variation used for the determination of glucose is 0.15,45,75,105,135 minutes. The method of glucose analysis used is to use is phenol-sulfuric acid to determine total glucose. The results showed that the highest glucose level was achieved at 120 °C with a concentration of 15.214,49 ppm at 105 minutes. While the lowest glucose levels achieved at a temperature of 30 °C with levels of 399.33 ppm at 0 minutes.  Keywords: cellulose, glucose, hydrolysis, pineapple leaves, sulfuric acid   1. PENDAHULUAN  Selama ini, daun nanas belum banyak dimanfaatkan, hanya buah nanas saja yang dapat manfaatkan (Setiawan, Shofiyani, & Syahbanu, 2017). Daun nanas merupakan salah satu bagian tanaman yang memiliki kandungan serat yang tinggi. Dalam daun nanas terdapat 69,5-71,5% serat selulosa(Hidayat, 2008). Serat selulosa adalah rantai homopolimer rantai β-D-glukosa yang sangat stabil yang dihubungkan melalui ikatan β-1,4 glikosidik. Unit pengulangan dasar selulosa adalah selobiose, yang terdiri dari dua molekul glukosa. Linieritas rantai selulosa ini menghasilkan pengemasan rantai selulosa yang sangat teratur yang berinteraksi melalui ikatan hidrogen inter dan intra-molekul yang melibatkan gugus hidroksil dan atom hidrogen dari unit glukosa yang berdekatan. Akibatnya, serat selulosa mengandung serat kristalin dan beberapa daerah amorf. Dalam bahan baku biomassa, selulosa adalah reservoir utama glukosa, substrat fermentasi yang diinginkan (Oscar & Martin, 2009).  
  Gambar 1. Struktur Selulosa(Oscar & Martin, 2009) 
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Untuk mendapatkan glukosa dari serat selulosa perlu dilakukan proses hidrolisis. Hidrolisis adalah proses pengubahan polimer karbohidrat (seperti selulosa) menjadi glukosa sederhana (monomer) (Mosier et al., 2005). Glukosa yang dihasilkan dari proses hidrolisis ini selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk bahan baku pembuatan bioetanol (Hajar, Ungsiono, Utomo, & Bayu, 2016). Hidrolisis selulosa dapat dilakukan menggunakan larutan asam, larutan basa secara enzimatik, maupun termal, masing-masing dengan kelebihan dan kekurangannya (Tomás-Pejó, Oliva, & Ballesteros, 2008).  Hidrolisis dapat dilakukan secara kimiawi. Faktor-faktor yang mempengaruhi hidrolisis secara kimia adalah konsentrasi asam, suhu dan lama hidrolisis. Pada kondisi normal, reaksi yang terjadi antara air dengan komponen organik sangat lambat sehingga diperlukan adanya penambahan katalis homogen dan katalis heterogen (Amelia, Pandapotan, & Purwanto, 2013). Secara umum, hidrolisis dibagi menjadi dua yaitu hidrolisis asam dan hidrolisis enzimatis. Hidrolisis asam menggunakan asam sebagai katalisnya. Beberapa jenis asam encer yang dapat digunakan dalam hidrolisis asam sulfat, asam klorida, asam asetat asam nitrat. Asam sulfat dan hidroklorida adalah jenis katalis yang paling umum digunakan untuk hidrolisis biomassa lignoselulosa (Verardi, De Bari, Ricca, & Calabrò, 2012). Hidrolisis ini biasanya dilakukan dalam tangki khusus yang terbuat dari baja tahan karat atau tembaga yang dihubungkan dengan pipa saluran pemanas dan pipa saluran udara untuk mengatur tekanan dalam udara (Sari, 2009). Sedangkan hidrolisis ezimatis dilakukan menggunakan bantuan enzim α-amilase dan enzim glukoamilase (amiloglukosidase). Enzim α-amilase digunakan pada proses likuifikasi, sedangkan glukoamilase digunakan pada proses sakarifikasi (Risnoyatiningsih, 2011). Adapun reaksi hidrolisis selulosa dengan menggunakan katalis asam disajikan dalam Gambar 2.  
 Gambar 2. Mekanismen Reaksi Hidrolisis Selulosa (Dee & Bell, 2011)  Gambar 2. menunjukkan proses hidrolisis selulosa yang dimulai dengan reaksi protonasi asam dan oksigen yang mengikat dua unit glukosa, kemudian membentuk asam konjugasi. Kemudian, pemutusan ikatan C-O dan karbokation siklik mulai terbentuk. Pada langkah berikutnya, setelah penambahan air, terbentuk molekul glukosa, dan proton dilepaskan. Perlu 
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ditunjukkan bahwa pembentukan intermediet karbokation di ujung lebih cepat daripada di tengah rantai polisakarida (Joksimovic & Markovic, 2007).  Pada penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh suhu terhadap kadar glukosa yang dihasilkan dari proses hidrolisis daun nanas dengan menggunakan katalis asam sulfat 0,5 M. suhu yang digunakan dalam proses hidrolisis adalah 30 oC dan 120 oC sedangkan variasi waktu yang digunakan untuk penentuan kadar glukosa adalah 0,15,45,75,105,135 menit. Dengan mengetahui waktu optimum dalam proses hidrolisis dan suhu yang digunakan, maka akan semakin mudah dalam menentukan waktu proses hidrolisis selulosa menjadi glukosa dalam rangka produksi pembuatan bioetanol sebagai salah satu solusi sumber energi terbarukan.    2. METODE PENELITIAN Alat dan Bahan Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah satu set alat refluks untuk hidrolisis, labu ukur, tabung reaksi, pipet ukut, Spektrofotometer UV-Vis merk Hitachi UH5300 dan FTIR merk Thermo Nicolet Avatar 360IR. Sedangkan bahan yang digunakan adalah daun nanas kering, glukosa murni untuk larutan standar, fenol 5% dan H2SO4 pekat untuk analisis glukosa dan akuades.  Prosedur Penelitian Preparasi sampel daun nanas Daun nanas yang telah diperoleh dijemur di bawah sinar matahari, kemudian dihaluskan dengan menggunakan blender. Selanjutnya, daun nanas yang telah halus dioven selama 2 hari pada suhu 80oC untuk memastikan daun nanas tersebut benar-benar kering dan kemudian disimpan di dalam desikator untuk menjaga beratnya agar tetap konstan dan menjaganya agar tetap kering.  Hidrolisis daun nanas Daun nanas kering ditimbang sebanyak 30 gram untuk dihidrolisis dengan 300 mL asam sulfat dengan konsentrasi 0,5 M. Selama proses hidrolisis, sampel diambil untuk dianalisis kandungan glukosanya dalam variasi waktu yang telah ditentukan. Adapun variasi waktunya adalah 0, 15, 45, 75,105,dan 135 menit. Selama proses hidrolisis tersebut, suhu dijaga konstan berdasarkan variasi suhu yang telah ditentukan yaitu pada suhu 30 oC dan 120 oC.  Pembuatan deret standar glukosa dan analisis kadar glukosa dengan spektrometer UV-Vis Pembuatan larutan induk glukosa dengan konsentrasi 0,1 mg/mL dilakukan dengan melarutkan 10 mg glukosa murni dalam 100 mL air suling. Pembuatan larutan standar glukosa dibuat dengan mengencerkan larutan induk glukosa hingga menjadi beberapa konsentrasi 0,005; 0,015; 0,025; 0,035; 0,05 mg/mL. Penentuan kurva kalibrasi dilakukan dengan mengambil 1 mL larutan standar dengan menambahkan ditambahkan 1 mL fenol 5%. Kemudian, Larutan dikocok dan ditambahkan dengan 5 ml larutan asam sulfat pekat secara cepat dengan cara menuangkan secara tegak lurus ke permukaan larutan. Selanjutnya larutan didiamkan selama 10 menit dan dikocok. Kemudian larutan dipanaskan selama 15 menit dalam penangas air dan didiamkan hingga suhu larutan sama dengan suhu kamar. Selanjutnya, dilakukan pengukuran absorbansi 
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larutan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 490 nm untuk heksosa dan 480 nm untuk pentosa dan asam uronat (Ulfana, 2010).  Penentuan kadar glukosa dalam daun nanas yang berupa hidrolisat dilakukan dengan menggunakan spektrofotomerer UV-Vis. Larutan hidrolisat diambil 1 ml kemudian ditambahkan 1 mL fenol 5%. Larutan dikocok dan kemudian ditambahkan dengan 5 ml larutan asam sulfat pekat secara cepat dengan cara menuangkan secara tegak lurus ke permukaan larutan. Kemudian larutan didiamkan selama 10 menit dan selanjutnya dikocok. Selanjutnya larutan ditempatkan pada penangas air selama 15 menit. Pengukuran absorbansi dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis  Karakterisasi glukosa dengan FTIR   Karakterisasi senyawa glukosa hasil hidrolisis dilakukan dengan membandingkan antara larutan glukosa murni dengan sampel (hidrolisat).  3. HASIL DAN PEMBAHASAN Hidrolisis selulosa merupakan proses pemutusan ikatan β-1,4-glikosida yang terdapat dalam selulosa. Proses ini berlangsung dengan bantuan asam sebagai katalisnya. Larutan asam yang biasa digunakan dalam proses hidrolisis adalah HCl, H2SO4, HF dan asam organik (Huang & Fu, 2013).  Penambahan asam sebagai katalisator adalah untuk memperbesar kereaktifan air sehingga proses hidrolisis berjalan lebih cepat (Sylvia, Meriatna, & Haslina, 2015).  Asam yang digunakan dalam hidrolisis daun nanas adalah asam sulfat dengan konsentrasi 0,5 M. Asam sulfat sering digunakan dalam proses hidrolisis karena memiliki efisiensi yang tinggi dan memungkinkan untuk diregenerasi kembali (Emelyanov, Loginova, Kharina, Kleshchevnikov, & Shulaev, 2016). Disamping itu, penggunaan asam sulfat encer ini adalah menghindari dekomposisi glukosa dan lebih sedikit kebutuhan alkali yang dibutuhkan dalam penetralan produk akhir (Lisin, Hutomo, & Kadir, 2015). Adapun analisis kadar glukosa yang digunakan untuk penentuan kadar glukosa menggunakan metode fenol-asam sulfat atau disebut juga dengan metode gula total (TS=Total Sugar) (Wiyantoko, Rusitasari, Putri, & Muhaimin, 2017). Metode in digunakan karena sederhana, cepat, dan sensitif, dan memberikan hasil yang dapat baik. Disamping itu, reagen yang digunakan murah dan stabil, kompleks yang dihasilkan bersifat permanen dan stabil (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956).   Metode fenol-asam sulfat adalah contoh metode kolorimetrik yang banyak digunakan untuk menentukan konsentrasi total karbohidrat yang ada dalam makanan. Penentuan karbohidrat dengan metode ini sering disebut uji Molisch (Gambar 3) yang bergantung pada dehidrasi sakarida terhidrolisis menjadi turunan furfural dalam reaksi dengan asam sulfat pekat. Reaksi lebih lanjut dari turunan furfural dengan bentuk fenol yang menghasilkan senyawa kompleks dapat menyerap cahaya visibel. Senyawa fenol yang lain yang biasa digunakan dalam tes molish adalah α-naftol, timol dan resorsinol dan warna yang dihasilkan bergantung pada jenis fenol yang digunakan.  (Boahen & Isaac, 2015).  
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 Gambar 3. Uji Molish (Boahen & Isaac, 2015)  Tabel 1. merupakan hasil hidrolisis daun nanas dengan menggunakan katalis asam sulfat 0,5 M suhu 30 oC dan 120 oC.  Tabel 1. Hasil Kadar Glukosa Daun Nanas 
Waktu (menit) 
Kadar Glukosa (ppm) 
30oC 120 oC 
0 399,33 65.765,40 15 961,41 103.512,56 45 1.848,62 110.431,98 75 1.822,71 109.802,90 105 2.209,23 157.214,49 135 2.533,53 123.019,05 
 Berdasarkan Tabel 1. menunjukkan bahwa kadar glukosa yang paling tinggi adalah pada suhu 120 oC dengan kosentrasi asam sulfat yang digunakan adalah 0,5 M sebesar 157.214,49 ppm pada menit ke-105. Sedangkan konsentrasi yang paling rendah adalah sebesar 399,33 ppm pada suhu 30 oC menit ke-0. Gambar 4. menunjukkan bahwa semakin lama waktu hidrolisis maka kada glukosa yang dihasilkan semakin meningkat. Berdasarkan pada Tabel 1. pada suhu hidrolisis 30 oC dan Gambar 4 menunjukkan bahwa penggunaan asam sulfat dengan konsentrasi 0,5 M menghasilkan kadar glukosa semakin meningkat seiring dengan bertambahnya waktu hidrolisis. Semakin lama waktu hidrolisis maka menghasilkan kadar glukosa yang semakin besar (Hajar et al., 2016). Variabel yang dapat mempengaruhi proses hidrolisis dengan menggunakan katalis asam meliputi ukuran bahan yang akan dihidrolisis, kecepatan pengadukan pada saat hidrolisis, konsentrasi 
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asam, waktu dan suhu hidrolisis (Artati, H, & Fatimah, 2012). Suhu operasi yang digunakan untuk hidrolisis selulosa dapat meningkatkan kadar glukosa hingga mencapai kadar optimum (Wahyudi, Wibowo, Rais, & Kusumawardani, 2011). Hal ini dapat dilihat pada Gambar 4 menunjukkan perbedaan kadar glukosa yang dihasilkan dengan suhu yang berbeda. Pada suhu 30 
oC, kadar glukosa mengalami peningkatan seiring dengan bertambahnya waktu hidrolisis dan belum mencapai titik optimum. Berbeda dengan suhu 120 oC untuk proses hidrolisis daun nanas, pada suhu tersebut konsentrasi glukosa mencapai titik optimum pada waktu 105 menit dan mengalami penurunan pada waktu 135 menit. Lamanya proses hidrolisis dengan suhu 120 °C mengakibatkan penurunan konsentrasi glukosa, hal ini disebabkan karena dalam proses hidrolisis glukosa dan senyawa glukosa lainnya mengalami degradasi menjadi senyawa hidroksi metil furfural (HMF) dan yang akhirnya keduanya akan membentuk asam formiat (Taherzadeh & Karimi, 2015). 
          (a)                                                             (b) Gambar 4. Pengaruh Waktu Terhadap Kadar Glukosa Pada Suhu 30 oC (a) dan  Suhu 120oC (b)              Gambar 5. Spektra FTIR Glukosa Standar (a) Dan Glukosa Sampel (b) 
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Penentuan spektra inframerah ditentukan dengan membandingkan posisi dan intensitas pita serapan yang teramati pada spektra IR dengan panjang gelombang dan intensitas perhitungan model molekul.  Seperti yang terlihat pada Gambar 5, terdapat persamaan antara spektra IR glukosa murni dengan spektra IR glukosa hasil hidrolisis daun nanas (hidrolisat). Secara umum spektra inframerah yang teramati ditentukan sebagai berikut: Renggangan pada daerah 3451,15 cm-1 (Gambar 5.(b)) dan  pada daerah 3443,82 cm-1 (Gambar 5(a)) merupakan pita serapan pada gugus OH, yang diperkuat dengan adanya tekukan yang lemah pada daerah 1052,76  cm-1 (Gambar 5.(b)) dan pada serapan 1034,07  cm-1 (Gambar 5.(a)), kemudian vibrasi pada C-H terdapat pada daerah 2079,36 cm-1 (Gambar 5.(b)) yang diperkuat pada daerah 591,29 cm-1, sedangkan untuk spektra glukosa standar (a) vibrasi pada C-H terdapat pada daerah 2070,95 cm-
1.  Renggangan C=O pada gugus aldehid pada glukosa ditentukan pada serapan pita 1637,28 cm-1 (Gambar 5.(b)). Sedangkan pada spektra glukosa standar ditentukan pada serapan pita 1639,47 cm-1.  4. PENUTUP Kesimpulan Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa kadar glukosa yang paling tinggi dicapai pada suhu 120 oC dengan kadar 157.214,49 ppm pada waktu 105 menit. Sedangkan kadar glukosa terendah dicapai pada suhu 30 oC dengan kadar 399,33 ppm pada waktu 0 menit.  DAFTAR PUSTAKA 
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